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Trotz des rasanten medizinischen Fortschritts innerhalb der letzten Jahrzehnte exis-
tieren auch heute noch Erkrankungen, die nicht kausal therapiert werden können, 
weil sie durch den Verlust von Zellen nicht oder nur gering regenerationsfähiger Or-
gane verursacht werden. 
Ein Beispiel einer solchen Erkrankung ist die Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt 
(49). Herzerkrankungen sind die weltweit führende Todesursache (50). Da die Kardi-
omyozyten jedoch nur in sehr begrenztem Maße regenerationsfähig sind (57), sind 
die Therapiemöglichkeiten nach einer bereits stattgehabten myokardialen Schädi-
gung bislang begrenzt. Die frühestmögliche Reperfusion der Koronarien ist somit die 
einzige Methode, einen irreversiblen Zellschaden zu verhindern (59). Es werden so-
mit neue Therapieformen benötigt, die in der Lage sein werden, eine myokardiale 
Regeneration auch nach erfolgtem Zelltod herbeizuführen (57). 
Eine weitere solche Erkrankung ist der Diabetes Mellitus (67). Epidemologisch ist der 
Diabetes Mellitus die häufigste endokrine Erkrankung und eine der weltweit führen-
den Todesursachen (130). Pathophysiologisch liegt der Erkrankung ein Untergang 
der Beta-Zellen des endokrinen Pankreas zugrunde (10). Die momentan erhältlichen 
Behandlungsformen sind zwar kurz- und mittelfristig effektiv (17), können jedoch 
häufig die langfristigen erkrankungsassoziierten Komplikationen nicht verhindern (3), 
weswegen neuartige Behandlungsmethoden gefordert werden, um die zerstörten 
Beta-Zellen zu regenerieren, bzw. durch funktionsfähige zur ersetzen (67). 
Auch die Therapie des ischämischen Schlaganfalls bringt die Problematik mit sich, 
dass das Gehirn ein terminal differenziertes Organ ist und somit der neuronale Zell-
tod einen irreversiblen Schaden der Hirnsubstanz darstellt (101). Wie bei der Thera-
pie des Myokardinfarkts ist auch bei der Schlaganfalltherapie die frühestmögliche 
Gewebsreperfusion das Ziel, bevor ein relevanter Zellschaden eingetreten ist (123). 
Die Tatsache, dass der ischämische Schlaganfall die häufigste Ursache einer erwor-
benen Behinderung im Erwachsenenalter ist (107) belegt jedoch, dass eine Reperfu-
sion vor dem Eintreten jeglichen Zellschadens nicht immer möglich ist. Somit wird die 
Notwendigkeit für Therapieansätze belegt, die einen bereits stattgefundenen Zell-
schaden beheben können (29). 
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Ein Ansatz zur Therapie solcher Erkrankungen ist der Einsatz von Stammzellen, die 
seit ihrer Entdeckung (15) zu diesem Zweck Gegenstand intensiver Forschung sind 
(49,67,29). 
 
1.1 Definition und Arten von Stammzellen 
 
Eine grundlegende Definition für den Begriff „Stammzelle“ stammt von Morrison, 
Shah und Anderson (99) und ist angelehnt an eine ausführliche Definition von Potten 
und Loeffler (117). 
Stammzellen werden definiert als „undifferenzierte Zellen, die einerseits die eigene 
Population durch Zellteilung aufrechterhalten können (Selbsterneuerung) und ande-
rerseits differenzierte Tochterzellen bilden können (Potenz)“. 
Besonders bedeutsam ist in diesem Hinblick der Begriff der „Potenz“, also das Diffe-
renzierungspotential der Stammzelle in verschiedene andere Zelltypen. Verschiede-
ne Zelltypen sind unterschiedlich potent, und im Allgemeinen werden folgende Abstu-
fungen unterschieden: 
Totipotente Zellen können sich zu allen somatischen Zellen und auch zu extraemb-
ryonalen Geweben differenzieren (121). Totipotent ist beispielsweise die befruchtete 
Eizelle und ihre ersten, wenigen Teilungsstadien (98). 
Pluripotente Zellen können sich zwar zu allen somatischen Zellen differenzieren, 
jedoch nicht zu extraembryonalem Gewebe (121). Verschiedene Zellarten sind pluri-
potent, zum Beispiel embryonale Stammzellen (ESC) und induzierte pluripotente 
Stammzellen (iPSC). 
Multipotente Zellen haben zwar die Möglichkeit, sich zu verschiedenen Zelltypen zu 
differenzieren, jedoch ist ihre Fähigkeit im Vergleich zu den pluripotenten Zellen we-
sentlich eingeschränkter (121). Im Allgemeinen beschreibt der Begriff Zellen, die ein 
engeres Spektrum der Differenzierungsfähigkeit besitzen als die zuvor erwähnten 
toti- und pluripotenten Zellen. Trotzdem sind auch sie therapeutisch relevant, bei-
spielsweise im Rahmen der Knochenmarkstransplantation (152).  
Unipotente Zellen sind ausschließlich in der Lage, sich zu einem einzigen anderen 
Zelltyp zu differenzieren (121), jedoch sind sie in der Lage, sich unbegrenzt selber zu 
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erneuern. Oft werden sie „Progenitorzellen“ oder im Englischen „precursor cells“ ge-
nannt (66). Solche Zellen existieren in verschiedenen Geweben, wie z.B. Muskel o-
der Leber, und dienen dort der Regeneration des Gewebes.  Auch sie können thera-
peutisch eingesetzt werden, zum Beispiel zur Regeneration geschädigter Haut (137). 
 
1.2 Geweberegeneration mittels Stammzellen 
 
Eine einfache Definition der Stammzelltherapie ist „die Anwendung von Stammzellen 
zur Regeneration geschädigten Gewebes“ (69). Viele Arten von Zellen kommen hier-
für in Frage. 
Adulte Stammzellen finden sich physiologischer Weise in Organismen jeden Alters 
und können sich zum einen uneingeschränkt replizieren und zum anderen zu jedem 
Gewebe des Ausgangsorgans differenzieren. Sie kommen in verschiedenen Gewe-
ben (haematopoetisch, mesenchymal, neural etc.) vor. Für den therapeutischen Ein-
satz adulter Stammzellen ist es erforderlich, Zellen einer bestimmten Linie zu isolie-
ren und aufzureinigen (66), jedoch geht ihre Gewinnung nicht mit der Destruktion 
befruchteter Eizellen bzw. Embryonen einher, da sie direkt vom Donor isoliert werden 
können. Somit ist ihre Gewinnung nicht mit ethischer Kontroverse behaftet.  
Adulte Stammzellen werden seit längerer Zeit zur Therapie hämatologischer Erkran-
kungen eingesetzt (so genannte „Knochenmarkstransplantation“), wobei auto- oder 
allogene hämatopoetische Stammzellen aufgereinigt werden und dem Patienten 
nach myeloablativer Therapie verabreicht werden (152). Vorteilhaft bei der Benut-
zung autologer Zellen ist die fehlende Immunogenität. Die Knochenmarkstransplan-
tation ist heutzutage die häufigste klinisch angewendete Form der Stammzelltherapie 
(91). Vor einigen Jahren gelang erstmals die Herstellung von Gewebe direkt aus 
adulten Stammzellen. Macchiarini et al. stellten im Jahr 2008 ein Trachea-Implantat 
aus autologen adulten Stammzellen her, das einer Patientin erfolgreich transplantiert 
wurde und 5 Jahre nach der Transplantation ohne immunsuppressive Therapie funk-
tionsfähig war (60).  
Den zahlreichen Vorteilen der adulten Stammzellen steht die eingeschränkte Diffe-
renzierungsfähigkeit (66) gegenüber. Durch sie bedingt, muss für die Regeneration 
eines spezifischen Gewebes auch die geeignete adulte Stammzelle gefunden, aufge-
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reinigt und transplantiert werden. Weiterhin sind ausschließlich autologe und synge-
ne Stammzellen nicht-immunogen, während allogene Stammzelltransplantate die 
Notwendigkeit einer immunsuppressiven Therapie mit sich bringen (66,91). 
Induzierte pluripotente Stammzellen (iPSC) sind pluripotente Zellen, die sich direkt 
aus adulten Zellen herstellen lassen, indem spezifische Gene (z.B. Oct3/4, Sox2, c-
Myc, und Klf4) in ihnen induziert werden, die sich in embryonalen Stammzellen fin-
den. Sie wurden  2006 durch Takahashi, Yamanaka et al. erstmals aus murinen Fib-
roblasten generiert (146). Sie besitzen viele der Vorteile der weiter unten beschrie-
benen embryonalen Stammzellen, unter anderem die Differenzierungs-fähigkeit zu 
verschiedenen Zelllinien und die unbegrenzte Fähigkeit zur Selbsterneuerung 
(66,91). Da sie direkt aus adulten Zellen generiert werden, bedarf es zu ihrer Herstel-
lung im Gegensatz zur Gewinnung von embryonalen Stammzellen keiner Manipulati-
on bzw. Destruktion von Embryonen. Weiterhin können so aus den Zellen des Indivi-
duums selbst die entsprechenden pluripotenten Zellen generiert werden. Vorteil hier-
bei ist die fehlende Immunogenität (53).  
Ein bei der Entdeckung der iPSC beschriebenes Problem ist die Gefahr der Tumori-
genese, da das induzierte c-Myc ein Protoonkogen ist (92,108,165). In neueren Stu-
dien wurden iPSC nicht nur aus murinen Fibroblasten, sondern auch aus anderen 
Zellarten, beispielsweise aus adulten neuralen Stammzellen (76) und auch aus hu-
manen Zellen (104) generiert. Hierbei wurden teilweise nicht alle durch Takahashi et 
al. beschriebenen Gene induziert, womit eine Tumorigenese durch die iPSC umgan-
gen wurde (104,105). Diese Methode führte jedoch zu bedeutend geringeren Zell-
ausbeuten (104). Auch andere Methoden zur Generierung von iPSC, wie beispiels-
weise mittels rekombinanter Proteine (173) oder Mikro-RNAs (7) wurden seit 2006 
beschrieben, jedoch ist Nutzung von spezifischen Transkriptionsfaktoren auch in die-
sen Studien die Grundlage für die Zellreprogrammierung (131). Die bereits beschrie-
benen Problematiken der potentiellen Onkogenität sowie die Optimierung der Zell-
ausbeute bei der Umprogrammierung sind zwei Herausforderungen, die für die aus-
gedehnte Anwendung von iPSC gelöst werden müssen.  
Weiterhin bestehen Unklarheiten bezüglich der genomischen Stabilität der Zellen 
(131). So muss untersucht werden, ob durch die Reprogrammierung möglicherweise 
Mutationen in das Genom der Zelle eingeführt werden. Im Jahr 2010 wurden iPSC 
 5 
 
als „ungeeignet für die klinische Anwendung“ beschrieben (131). Die erste Anwen-
dung einer iPSC-basierten Therapie erfolgte im September 2014 an einem einzelnen 
Patienten (35). Bislang sind keine weiteren Therapiestudien mit iPSC am Menschen 
genehmigt worden. 
Embryonale Stammzellen (ESC) entstammen dem Embryoblasten der Blastozyste 
und gelten als unbegrenzt regenerationsfähig und pluripotent (62). Sie wurden erst-
malig im Juli 1981 durch Evans et al. aus Mäuseembryonen isoliert und beschrieben 
(46). Der Terminus „Embryonale Stammzelle“ wurde erstmals im Dezember dessel-
ben Jahres durch Martin et al. verwendet (46), welche die ESC aus murinen Embry-
onen isolierten.   
Thomson et al. beschrieben 1998 zum ersten Mal eine Methode, um ESC in vitro zu 
isolieren und zu kultivieren (153). ESC sind eine intensiv erforschte Zellentität. Wirk-
same Methoden zur Gewinnung und Aufbereitung wurden bereits entwickelt. Viele 
genetische und biologische Eigenschaften der Zellen sind bereits ausführlich be-
schrieben (58,106,72). Die Vorteile von ESC bei der Stammzelltherapie konnten in 
der myokardialen Regeneration demonstriert werden: embryonale Stammzellen kön-
nen sich zu allen funktionellen Herzbestandteilen differenzieren (106). Es konnte ge-
zeigt werden, dass aus ES-Zellen entstandene Kardiomyozyten –sowohl tierische als 
auch menschliche- nach Implantation ins Herz im Tiermodell proliferieren (86). Wei-
terhin fusionieren sie teilweise mit bereits vorhandenen Kardiomyozyten (62) oder 
stellen elektrische Zellkontakte zu ihnen her (75,134,171). Auch wirken sie wahr-
scheinlich über parakrine Effekte (72) auf herzeigene Reparaturmechanismen ein.  
Joggerst et al. beschrieben sie 2009 als Zellen mit „robustem regeneratorischem Po-
tential in der myokardialen Regeneration“ (72). Auch in der neurologischen For-
schung sind zahlreiche positive Effekte der ESC in der Stammzelltherapie des 
Schlaganfalls bewiesen worden. Tierexperimentelle Studien konnten zeigen, dass 
transplantierte ES-Zellen fähig sind, sich ins Hirngewebe zu integrieren (23) und die 
motorischen und sensorischen Hirnfunktion zu verbessern (23,37). Auch die moleku-
laren Abläufe während der Ischämie und Reperfusion bei Schlaganfällen wurden be-
reits in ESC-Modellen in vitro untersucht (101). Somit besitzen ESC neben ihrem Po-
tential für die Stammzelltherapie auch eine wichtige Funktion als Modellorganismen 
für Erkrankungen (8). 2009 wurde die erste klinische Studie mit ESC am Menschen 
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von der amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) genehmigt (97). Diese 
Beispiele belegen das außerordentliche Potential der embryonalen Stammzellfor-
schung- und therapie.  
Dem potentiellen Nutzen der Therapie mit ESC stehen jedoch einige Einschränkun-
gen gegenüber. Zur Gewinnung von embryonalen Stammzellen aus Embryonen 
muss der Embryoblast vom Trophoblasten abgelöst werden, was zur Zerstörung des 
Embryos führt (153). Dies wirft komplexe ethische Fragestellungen auf (11), die die 
Anwendung von humanen ESC bislang stark beschränkt haben (86,119). Bis zum 
Jahr 2009 wurden keine Studien mit ESC am Menschen genehmigt (72). 
Eine weitere Limitation stellt die Immunogenität der Stammzellen dar. ESC exprimie-
ren, selbst wenn sie undifferenziert sind, HLA- und MHC-Antigene. Die Expression 
dieser Antigene verstärkt sich, je mehr sich die Zellen differenzieren (44,144). Dies 
kann zu Abstoßungsreaktionen bei der allogenen Transplantation von ES-Zellen füh-
ren (21). In der vorliegenden Studie wurden immuninkompetente Tiere verwendet, 
um solche Komplikationen zu vermeiden. 
Die dritte Limitation, die bei der Benutzung von ES-Zellen auftritt, ist die Tumoren-
stehung durch die Zellen selbst. Bei der Transplantation von embryonalen Stammzel-
len in lebende Organismen wurde in zahlreichen Fällen die Bildung von Teratomen 
beobachtet (118). Die vorliegende Forschungsarbeit befasst sich speziell mit der 
Teratomentstehung als Effekt der Stammzelltransplantation. 
 
1.3 Teratombildung als limitierender Faktor der Stammzelltherapie 
mit ESC 
 
Teratome sind benigne Tumore, die aus differenzierten Zellen aller Keimblätter be-
stehen. Wenn sie maligne Bestandteile enthalten, werden sie als Teratokarzinome 
bezeichnet (18). Zwischen 1960 und 1970 wurden erstmals Zellen aus Teratokarzi-
nomen (Embryonale Karzinomzellen, EC) isoliert und in Zellkulturen vermehrt (6). Da 
sie pluripotent sind und sich unbegrenzt vermehren können (77), teilen sie viele der 
Eigenschaften von ES Zellen. Jedoch haben sie aufgrund von genetischer Instabilität 
ein erhebliches onkogenes Potential für die Entstehung maligner Tumore (6). So ent-
stand die Notwendigkeit, pluripotente Zellen ohne onkogenes Potential zu isolieren. 
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Dies gelang, wie bereits erwähnt, Evans et al. 1981 mit der Isolation von ESC aus 
der inneren Zellmasse von Mäuseembryonen (46). ESC bilden keine malignen 
Teratokarzinome, sondern nur (benigne) Teratome (39). Die Ähnlichkeiten zwischen 
EC und ESC bezüglich Pluripotenz und Immortalität bildeten jedoch die Grundlage 
für die Entdeckung von ESC (81). Die Bildung von Teratomen durch ESC wird wei-
terhin als Beweis ihrer Pluripotenz angesehen (24). 
Auf molekulargenetischer Basis ist die Grundlage der Teratomenstehung durch ESC 
noch nicht ausreichend geklärt. Mehrere hundert Gene konnten als potentielle Auslö-
ser der Onkogenese identifiziert werden (138). Die deutlichste Assoziation zur 
Teratombildung scheint jedoch das Myc-Gen zu besitzen, welches–wie bereits be-
schrieben- in der Onkogenese durch iPSC involviert ist, jedoch auch essentiell für die 
Differenzierungsfähigkeit der Zellen ist. Zellen mit einer geringeren Myc-Expression 
bildeten experimentell weniger Teratome, waren jedoch gleichzeitig weniger differen-
zierungsfähig (80).  
Im Kontext einer Stammzelltherapie ist die Teratomenstehung eine gefährliche The-
rapienebenwirkung, die zum Therapieversagen führen kann (83,161,54). Die Entste-
hung von Tumoren durch eine Stammzelltherapie ist einer der wichtigsten limitieren-
den Faktoren, die einer sicheren Anwendung von Stammzellen am Menschen im 
Wege steht (80). 
Die Verabreichung hochaufgereinigter Zellsuspensionen ohne undifferenzierte Zellen 
scheint die wirksamste Methode zu sein, um eine Teratomenstehung zu verhindern. 
Es ist jedoch schwierig, absolut reine Zellsuspensionen zu erstellen (83,155). Somit 
ist es für die Sicherheit einer Therapiestudie von grundlegender Bedeutung, eine 
Teratombildung während der Therapie ausschließen zu können. Solange keine defi-
nitive Methode existiert, eine Teratombildung zu verhindern, ist es umso wichtiger, 
die Entstehung von Teratomen so früh wie möglich, und zwar mit hoher Sensitivität 
und Spezifität zu detektieren (25). Die Möglichkeit eines seriellen, nicht-invasiven 
Therapiemonitorings stellt somit eine der Grundvoraussetzungen der sicheren klini-





1.4 Stammzellbildgebung als optimale Methode des Therapiemoni-
torings nach Stammzelltransplantation 
 
Ein für die Therapiekontrolle bei Stammzelltherapie besonders geeigneter Ansatz ist 
die Bildgebung. Sie kombiniert die Vorteile der fehlenden Invasivität und der Mög-
lichkeit der Früherkennung von Tumoren, und ist seit langem sowohl am Menschen 
als auch am Tier etabliert (25). Es gibt diverse Methoden zur Visualisierung von ein-
zelnen Stammzellen oder der Teratome, die aus ihnen entstehen. 
Die Magnetresonanztomographie (MRT) wurde als eine der ersten Methoden zur 
Visualisierung transplantierter Stammzellen verwendet (68). Sie basiert auf der An-
regung und Relaxation von Wasserstoffprotonen mittels starker Magnetfelder, um 
Unterschiede in der Protonendichte der Gewebe darzustellen. Ihre Vorteile sind eine 
hohe örtliche Auflösung, insbesondere bei der Darstellung von Weichteilen, sowie die 
fehlende Strahlenbelastung (63). Um eine verbesserte Visualisierung und einen hö-
heren Kontrast zwischen den injizierten Zellen und dem umgebenden Gewebe zu 
erzielen, werden die Zellen in den meisten Fällen vor der Injektion mit spezifischen 
Substanzen markiert. Diese Methode der Zellmarkierung nennt sich „Cell labeling“ 
(von engl. „label“: „Beschriftung, Etikett“) (9). Die am häufigsten verwendeten Sub-
stanzen sind Gadoliniumverbindungen, fluorierte Nanopartikel sowie Eisenoxidparti-
kel (22). Insbesondere die Bildgebung mit Eisenoxidpartikeln, welche durch nicht-
phagozytäre Zellen internalisiert werden, welche dann einen höheren Kontrast im 
MRT aufweisen (95) ist sehr vielversprechend. Einige Eisenoxidpartikel-
Formulierungen wurden bereits für die klinische Anwendung zugelassen (162), womit 
eine translationale Anwendung der MRT-Stammzellbildgebung ermöglicht wird. 
Auch mittels optischer Visualisierungstechniken (Biolumineszenz, Fluoreszenz) 
kann eine Visualisierung von Stammzellen erfolgen (68). Diese basieren auf einer 
Transfektion der Zellen mit Proteinen wie der Glühwurmluziferase (fLuc) oder dem 
grünen fluoreszierenden Protein (GFP) (68), bzw. auf einer Markierung der Zellen mit 
fluoreszierenden Farbstoffen vor der Injektion (47). Vorteile der optischen Methoden 
sind die einfache Durchführbarkeit, die geringen Kosten, sowie die hohe Sensitivität. 
Aufgrund jedoch der Tatsache, dass Licht beim Durchtritt durch Gewebe abge-
schwächt wird, sind diese Methoden vor allem auf Kleintiermodelle beschränkt (68). 
Auch die Tatsache, dass die Zellen genetisch manipuliert werden müssen, und somit 
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potentiell ein anderes Differenzierungsverhalten oder Überleben aufweisen, stellt 
eine Limitation der Methode dar (71). Die beschriebenen optischen Methoden stellen 
trotzdem, vor allem in Kombination mit anderen Modalitäten, eine wichtige Visualisie-
rungsmethode dar (166). Sie wurden bereits für die Darstellung von sowohl kardialen 
als auch neuralen ESC angewendet (20,100) und ein fluoreszierender Farbstoff (In-
dozyaningrün) ist bereits für die klinische Anwendung zugelassen, und für die Mar-
kierung von ESC geprüft (19). 
Die Visualisierung von Stammzellen mittels Radionukliden kann mittels zwei un-
terschiedlicher Verfahren erfolgen. Der Vorteil beider Methoden liegt in ihrer hohen 
Sensitivität und dem großen Potential für translationale Anwendung (132): Es besteht 
einerseits die Möglichkeit, Zellen direkt mit einem Radionuklid, wie beispielsweise 
111In (110) oder 18F (87) zu markieren, wobei die Verwendung von 111In zur extrakor-
poralen Zellmarkierung auch am Menschen zugelassen ist (68). Alternativ können 
auch Gene in das Zellgenom eingeführt werden, welche die Expression von Protei-
nen kodieren, die spezifisch mit einem Radionuklid interagieren („Reportergenbildge-
bung). In beiden Fällen können die Zellen dann mittels Einzelphotonemissionstomo-
graphie (SPECT) oder Positronenemissionstomographie (PET) visualisiert werden.  
Durch die Kombination von Visualisierungsmethoden („multimodale Bildgebung“ 
oder „Hybridbildgebung“) können die Vorteile von unterschiedlichen Verfahren 
verbunden werden. Beispielsweise wurden durch Daadi et al. Biolumineszenz und 
MRT verknüpft, um eine anatomisch hochauflösende sowie hochsensitive und -
spezifische Bildgebung zu ermöglichen (36). 
Die vorliegende Forschungsarbeit basiert auf der Reportergenbildung, die an dieser 
Stelle beschrieben wird. 
 
1.5 Reportergenbildgebung von Stammzellen 
 
Basierend auf einer Definition von Kang und Chung (74) formulierten Mathiasen und 




„Reportergene sind DNA-Sequenzen, die in das Genom der interessierenden Zelle 
eingefügt werden. Sie kodieren Reporterproteine, die über spezifische Bindungen 
Komplexe mit ausgewählten Radiotracern bilden, die dann mittels PET, SPECT oder 
MRT visualisiert werden können.“  
Ein großer Vorteil der Anwendung von Reportergenen ist die Tatsache, dass sie 
stabil in das Genom der Zelle integriert sind, und somit während des gesamten Le-
bens der Zelle exprimiert werden, und auch an Tochtergenerationen weitergegeben 
werden. Weiterhin kann problemlos zwischen vitalen und avitalen Zellen unterschie-
den werden, da die Expression des Genproduktes nur durch vitale Zellen erfolgt 
(95,151,154,56). 
Die erste Studie zur Reportergenbildgebung von ESC wurde 2006 von Cao et al. 
durchgeführt, die mittels eines viralen Vektors fLuc sowie eine mutierte virale Thymi-
dinkinase (HSV1-sr39tk) in das Genom von ESC einfügten (25). Die Zellen konnten 
somit sowohl mittels in vivo-Fluoreszenz als auch mittels 18F-FHBG-PET visualisiert 
werden. 
Außer dem beschriebenen Thymidinkinasegen kommen auch weitere Gene zur Ver-
wendung. Sie kodieren beispielsweise den Dopamin-2-Rezeptor (87) oder den Öst-
rogenrezeptor (55). Die Grundlage der vorliegenden Forschungsarbeit bildet die Be-
nutzung des Natrium-Jodid-Symporter (NIS)-Gens als Reportergen. 
 
Das NIS-Gen kodiert für ein membranständiges Protein, dass in Schilddrüsen-, Ma-
gen- und Speicheldrüsenzellen exprimiert wird (43). Es besitzt dreizehn transmembr-
anale Domänen. Seine Funktion liegt im Kotransport von zwei Natriumionen und ei-
nem Jodidion ins Zellinnere. Die treibende Kraft hierfür ist der transmembranale Nat-
riumgradient, der über die Natrium-Kalium-ATPase aufrechterhalten wird (38,135). 
Das NIS-Gen der Ratte wurde 1996 durch Dai et al entdeckt und 1996 wurde durch 
Smanik et al. das humane NIS-Gen beschrieben (38,135). 
Außer Jodid transportiert der NIS auch andere Kationen wie Perchlorat (ClO4 -) oder 
99mTc-Pertechnetat und reichert diese im Zellinneren an (157). 
 
Diese Tatsachen machen NIS zu einem sehr nützlichen Reportergen. Dadurch, dass 
NIS nur in 3 Geweben exprimiert wird, kommt ein starker Kontrast zwischen NIS-
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exprimierenden transfizierten Zellen und dem umgebenden Gewebe zustande. Wei-
terhin sind die Substrate von NIS, Jodid und 99mTc-Pertechnetat im Allgemeinen kos-
tengünstig und einfach erhältlich. Sie sind am Menschen seit langem etabliert und 
ihre Kinetik und ihr Abbau sind weitestgehend verstanden, da sie seit Jahren für die 
Diagnostik in klinisch-nuklearmedizinischen Abteilungen genutzt werden (32). Eben-
falls besteht die Möglichkeit, durch die geeignete Auswahl des Radionuklids, sowohl 
SPECT- als auch PET- Untersuchungen mit denselben Zellen durchzuführen. 
 
1.6 Funktionsweise der PET-Bildgebung 
 
Die Positronenemissionstomographie (PET) ist ein funktionell-molekulares Schnitt-
bildgebungsverfahren bei dem die metabolische Aktivität von Geweben oder das 
Vorhandensein spezifischer Zellstrukturen in ihnen durch die Messung der Verteilung 
eines Radionuklids zur Darstellung kommt (40). Die physikalische Grundlage der 
PET ist der Zerfall eines beta(+)strahlenden Nuklids, wobei Gammastrahlung ent-
steht, die durch Detektoren aufgenommen wird (142). Das Konzept der Positro-
nenemissionstomographie wurde erstmals im Jahr 1975 durch Ter-Pogossian, Phe-
lps, et al. beschrieben (148,112). 
Ein PET-System besteht im Wesentlichen aus einer Reihe von Gammadetektoren, 
die ringförmig um den Patienten angeordnet sind. Diese sind mit einem Computer-
system verbunden, welches die auf die Detektoren auftreffenden Signale zu einem 
Datensatz verrechnen kann (142). PET-Systeme werden heutzutage fast ausschließ-
lich in Kombination mit CT- oder MRT-Systemen genutzt. Die Kombination der hohen 
räumlichen Auflösung dieser Systeme und der Möglichkeit, durch die PET-
Bildgebung Aussagen über die metabolische Aktivität der Gewebe zu machen,  führt 
zur einer höheren diagnostischen Wertigkeit der Untersuchung (156). 
Für die PET-Bildgebung werden beta(+)strahlende Nuklide wie 18F oder 124I ange-
wendet, die sich in geeigneten Zielgeweben anreichern (142). Sie haben die Eigen-
schaft, während ihres Zerfalls Positronen freizusetzen. Positronen sind Elementar-
teilchen die bis auf die elektrische Ladung und das magnetische Dipolmoment zu 
Elektronen identisch sind (5). Da ihre Ladung vom Betrag her gleich ist, jedoch das 
entgegengesetzte Vorzeichen hat als die Ladung eines Elektrons, werden Positronen 
und Elektronen als „Antiteilchen“ bezeichnet (5,42). 
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Wenn ein Positron auf ein Elektron trifft, kommt es zur Paarvernichtung beider Teil-
chen. Dabei werden zwei Gammaphotonen mit einer Energie von je exakt 511 keV 
freigesetzt, die sich auf Bahnen, deren Winkel annähernd 180° beträgt, in entgegen-
setzte Richtungen bewegen (40). Wenn diese Photonen in einem zeitlich definierten 
Abstand auf die Detektoren des PET-Systems auftreffen, so wird diese so genannte 
„Koinzidenz“ als Signal entlang der Flugbahn der Photonen registriert. Auf diese Art 
wird, über die Akquisition vieler solcher Koinzidenzen, sowie über deren örtliche und 
zeitliche Verteilung, ein PET-Datensatz generiert, aus dem dann von Menschen be-
urteilbare Bilder errechnet werden können (40,116). 
Für die Berechnung von sinnvoll verwendbaren Bildern müssen die Messdaten in 
einem ersten Schritt korrigiert werden. Die wichtigsten Einflüsse auf die Qualität des 
Datensatzes haben hierbei Schwächungsphänomene, Streuung, Zufallskoinzidenzen 
an den Detektoren, Totzeit sowie die Minderung der Aktivität des Nuklids durch den 
eigenen Zerfall (120). Zum Ausgleich dieser Störfaktoren werden Korrekturalgorith-
men verwendet (Schwächungskorrektur, Scatterkorrektur, Zerfallskorrektur etc.). 
Im zweiten Schritt folgt eine Rekonstruktion der Daten zu Schnittbildern. Hierfür 
kommen spezifische Rekonstruktionsalgorithmen zum Einsatz. In der Vergangenheit 
wurde häufig die sogenannte „gefilterte Rückprojektion“ (Filtered Back Projection) 
angewendet. Diese wurde jedoch inzwischen vollständig durch iterative Rekonstruk-
tionsalgorithmen wie OSEM (Ordered Subset Expectation Maximization) und MAP 
(Maximum A Posteriori) ersetzt, da diese eine bedeutend bessere Bildqualität und 
Auflösung bei geringerer Strahlenbelastung und kürzeren Messzeiten bieten können 
(122,160).  
Die Auflösung moderner PET-Systeme liegt im Bereich von wenigen Millimetern 
(40,14) und die Nachweisgrenze von Kleintier-PET-Systemen im optimalen Fall bei 
ca. 105 Zellen (48). Weiterhin besteht die Möglichkeit einer absoluten Quantifizierung 
der Radioaktivität in einem untersuchten Bereich, wodurch genaue Berechnungen 
zur Funktion der Gewebe ermöglicht werden (145). Die hohe Sensitivität und Auflö-
sung, sowie die Möglichkeit von Quantifizierung und Berechnungen sind für die vor-




1.7 Ziel der vorliegenden Arbeit 
 
Im in vitro-Teil der Studie wurden 3 Ziele verfolgt: Die Herstellung eines stabil NIS- 
transfizierten ESC-Klons, die Überprüfung der mittelfristigen Differenzierungsfähig-
keit der ESC nach der Transfektion und die Untersuchung der Abhängigkeit der auf-
genommenen Aktivität der Zellsuspensionen von der Zellzahl. 
Im in vivo-Teil der Studie wurden serielle PET-Untersuchungen der Teratome durch-
geführt, um die Sensitivität und Spezifität des Reportergens, insbesondere auch bei 
geringen Zellzahlen und über die Zeitspanne von mehreren Wochen hinweg zu un-
tersuchen. Weiterhin wurde eine Quantifizierung der Radionuklidaufnahme durchge-


















2 MATERIALIEN UND METHODEN 
 
2.1 Generierung und Selektion stabiler Klone in Zellkulturen 
 
Erstes Ziel der Studie war die Erstellung stabil mit dem NIS-Gen transfizierter, trans-
gener ESC. Diese werden im Weiteren als NIS+ Zellen bezeichnet.  
Die Transfektion erfolgte mittels Subklonierung der humanen NIS-cDNA (Imagenes, 
Berlin) zwischen die Loci Hind III und Xba I des Vektors pcDNA3.1/Hygro(+) (Invitro-
gen Corp., USA). So entstand ein Plasmid, welches nach Amplifikation in die murine 
ESC-Linie GSES (102,41) mittels Elektroporation eingeführt wurde. 
Die Elektroporation erfolgte in Übereinstimmung mit den Standardprotokollen von 
Müller et al. (102,41) mit folgenden geringen Modifikationen nach David et al. (41): 5 
µg (statt bei Müller et al. 10 µg) nicht-linearen Vektors wurden bei 240 V und 500 µF 
in 5x106 GSES-Zellen (statt bei Müller et al.  2.5 × 107 Zellen) elektroporiert. Darauf-
hin wurden die transfizierten Zellen durch Hygromycinexposition selektiert.  
Die so entstandenen transgenen Zellen wurden, entsprechend der von David et al. 
beschriebenen Methodik (41), in hoch glukosehaltigem Dulbecco’s modified Eagle 
Medium (DMEM) vermehrt, dem 10% hitzeinaktiviertes, für die Anwendung an ESC 
zugelassenes fetales Kälberserum, 2mM L-Glutamin, 50 U/ml Penicillin, 50 µg/ml 
Streptomycin, 1x nicht-essentielle Aminosäuren, 0,25 mg/ml Hygromycin (alle Rea-
genzien GIBCO BRL, Deutschland) sowie 0,1 mM β-Mercaptoethanol (Sigma, 
Deutschland) hinzugefügt wurden.  
Die Zellen wurden unter nährstofffreien Bedingungen und unter Zugabe von 1000 
U/ml aufgereinigtem murinem Leukämie-inhibierendem Faktor (ESGRO; Life Tech-
nologies, Inc., Grand Island, NY, USA) zur Verhinderung der Differenzierung bei 37° 
C in feuchter Umgebung mit 5% CO2/ 95% O2 gehalten. Einzelschichten wurden bei 
einer Konfluenz von 70-80% trypsinisiert.  
Nachdem über zwei Wochen der Selektionsdruck mittels Hygromycin aufrecht erhal-
ten wurde, wurden Einzelkolonien ausgewählt und ausgedünnt, um Klone zu erhal-
ten. Die so entstandenen achtzehn Klone wurden auf die Effizienz der Tracerauf-
nahme in vitro geprüft. Die Klone, welche die höchsten Aufnahmewerte zeigten, wur-
den für die weiteren Experimente ausgewählt (Abb. 1). 
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2.2 In vitro-Differenzierung 
 
Die in vitro-Differenzierung erfolgte zur Prüfung der Differenzierungsfähigkeit der Zel-
len nach NIS-Transfektion. Hierzu wurden, entsprechend der von David et al. be-
schriebenen Methodik (41), GSES-Zellen mittels 0,25% Trypsin-EDTA abgelöst und 
die Suspension in Bakteriologie-Schalen bei einer Zelldichte von 2x105 Zellen pro  
Schale überführt. Dort wurden die Zellen in ISCOVE’s modifiziertem Eagle Medium 
(Sigma), supplementiert mit 10% hitzeinaktiviertem fetalem Kälberserum, 2mM L-
Glutamin, 50 U/ml Penicillin, 50 µg/ml Streptomycin, 1x nichtessentiellen Aminosäu-
ren (alle Reagenzien Life Technologies, Inc.) sowie 450 µM α-Monothioglycerol 
(Sigma) gehalten. Das Medium wurde täglich gewechselt. Es kam kein Hygromycin 
zum Einsatz, um die selektionsdruckunabhängige Stabilität der NIS-Expression zu 
prüfen. 
Nach zwei Tagen entstanden „Embryoid Bodies“ (dreidimensionale Aggregate von 
ESC oder anderen pluripotenten Zellen, die sich im Prozess der Differenzierung zu 
allen drei Keimblättern befinden (85)), welche in frisches Medium übertragen wurden. 
An Tag 6 wurden dann „Embryoid Bodies“ ähnlicher Größe auf gelatineüberzogene 




Zellen wurden in 4%-igem PFA für eine Stunde bei 4°C fixiert, dann mittels 0,1%-
igem Triton-X (Sigma) permeabilisiert und mit 0,2% Kaltwasser-Fischgelatine (Sig-
ma) in 10% FCS (Gibco) blockiert. Die Inkubation mit dem primären Antikörper er-
folgte ebenfalls in Blockadelösung unter Zugabe von 0,01%-igem Saponin (Sigma). 
Als primärer Antikörper diente ein muriner anti-hNIS monoklonaler Antikörper gegen 
Aminosäurereste 468-643 des hNIS. Die Inkubation erfolgte für eine Stunde bei 
Zimmertemperatur. 
Als Sekundärantikörper diente ein Anti-Kaninchen-PE-Antikörper (präabsorbierter, 




Die Proben wurden mittels Dako mounting Medium (DAKO) auf Objektträger aufge-
bracht, und fluoreszenzmikroskopisch betrachtet und fotografiert (Zeiss Axiovert Flu-
oreszenzmikroskop). Für die Mikroskopie wurde das von Spitzweg et al. beschriebe-
ne Protokoll angewandt (139). 
 
2.4 In vitro-Jodaufnahme (124I und 125I) 
 
Für die Messung der in vitro-Aufnahme von Jodisotopen finden sich unterschiedliche 
Protokolle (128,141,163). Das in der vorliegenden Forschungsarbeit angewandte 
Verfahren orientiert sich am Protokoll von Scholz et al. (128). Alle Messungen wur-
den, wie dort beschrieben, unter „steady-state-Bedingungen“ durchgeführt (37°C). 
Die Überprüfung der in vitro-Aufnahme erfolgte in NIS+ GSES-Zellen, mit und ohne 
Zusatz von Perchlorat zur Blockierung der Jodaufnahme (33) . 
Die Zellen wurden auf 12-Well-Platten kultiviert und bei 75%-iger Konfluenz für die 
Experimente verwendet. Für jedes der Isotope wurde eine Platte verwendet und pro 
Zellzahl (5 x 105, 10 x 105 und 15 x 105) waren zwei Wells pro Platte besetzt. Zwei 
weitere Wells auf jeder Platte waren mit den für die Kontrolle durch Perchlorat vorge-
sehenen Zellen in einer Zahl von 10 x 105 Zellen besetzt. Auf diese Weise konnten 
pro Isotop und Zellzahl zwei Datenpunkte generiert werden (4 Datenpunkte insge-
samt; Abb. 2). 
Alle Experimente wurden unter sterilen Bedingungen in einer „laminar-flow-bench“ 
durchgeführt. 
Das Jodisotop lag in Form von Na124I oder Na125I vor. Hiervon wurden 3,7 kBq mit 10 
µM sowie 10mM HEPES gemischt, und die Lösung auf einen pH-Wert von 7,3 ein-
gestellt, wie in (163) beschrieben.  
Zu den Zellen der Kontrollgruppe wurde vor Beginn der Experimente 100µM Kalium-
perchlorat hinzugefügt und für 15 Minuten inkubiert. 
Sodann wurde allen Wells die radioaktive Jodlösung hinzugefügt und die Platten für 
45 Minuten bei 37° C inkubiert. 
 17 
 
Nach 45 Minuten wurden alle Wells mit HBSS-gepufferter HEPES-Lösung (pH 7,3) 
gespült und die Zellen zur Freisetzung des intrazellulären Jods mittels 1mM NaOH 
für 20 Minuten lysiert. Die Zelllysate wurden daraufhin in Gammacounter-Röhrchen 
überführt und in einem Beckmann 9000 Gammacounter (Beckmann Instruments, 
Palo Alto, CA) gemessen. 
Die Experimente wurden an Tag 4 sowie an Tag 28 auf identische Art und Weise 
durchgeführt. Da die Zellen, wie oben beschrieben, nach der ersten Selektion in hyg-
romycinfreiem Medium gehalten wurden, diente dieser Schritt zur Feststellung der 
selektionsdruckunabhängigen Stabilität der NIS-Expression über 28 Tage. 
Die Ergebnisse der Gammacounter-Messung wurden über die Zeit hinweg (Abb. 3) 
sowie in Zusammenhang mit der Zellzahl graphisch dargestellt und betrachtet (Abb. 
3). 
 
2.5 Mausmodell der Teratomentstehung 
 
Alle Tierexperimente wurden durch die Ethikkomission der Regierung von Oberbay-
ern genehmigt, und wurden entsprechend der Vorgaben des „Guide for the Care and 
Use of Laboratory Animals“ des US National Institute of Health (NIH Publikation No. 
85-23 in der Fassung von 1996) durchgeführt. 
Neun immundefiziente NOD-SCID-Mäuse (Firma Charles River, Sulzbach) mit Kör-
permassen zwischen 18 und 25 g wurden für die subkutane Implantation der murinen 
ESC verwendet. 
Für die Generierung der Teratome wurde eine Suspension aus 105 NIS+ GSES-
Zellen, suspendiert in 300-500 µl 0,9%-iger NaCl-Lösung zubereitet. Diese wurde 
dann mittels einer 29G-Kanüle in die Subkutis über beiden Hinterläufen von sieben 
der Mäuse injiziert. Vor der Injektion wurden die Tiere in einer Isoflurankammer 
(2,5% Isofluran in 97,5% O2) narkotisiert. 
Die anderen zwei Mäuse erhielten die oben beschriebene Suspension, jedoch mit 




Die Tiere wurden dann unter tierärztlicher Beobachtung gehalten, und eine Teratom-
bildung abgewartet. Zur Kontrolle der Teratomentstehung wurden die Injektionsstel-
len täglich palpiert, um eine Teratombildung festzustellen. 
Auf diese Weise bildeten sich über einen Zeitraum von zwei Wochen insgesamt 14 
NIS+ Teratome sowie 4 NIS-negative Teratome. 
 
2.6 In vivo PET-Bildgebung 
 
Die Bildgebung der Tiere erfolgte in einem dedizierten Kleintier-PET-Scanner (Inveon 
Dedicated PET, Preclinical Solutions, Siemens Healthcare Molecular Imaging, 
Knoxville, TN, USA). Als Radiotracer diente 124I. 
Die PET-Untersuchungen erfolgten wöchentlich zwischen Tag 14 und Tag 42 (Tage 
14, 21, 28, 35 und 42).  
Vor Beginn jeder Messung wurden die Tiere in einer Isoflurankammer (2,5% Isoflu-
ran in 97,5% O2) narkotisiert, und die Narkose dann während der Messung mittels 
einer Gesichtsmaske aufrechterhalten (1,5% Isofluran in 98,5% O2 bei einer Flussra-
te von 1,2 l/min). 
Zur Applikation des Radiotracers wurde ein Katheter in die Schwanzvene der Tiere 
eingeführt und 10-15 MBq  124I (als Na124I-Lösung in 100 µl NaCl 0,9%) injiziert. 
45 Minuten nach der intravenösen Injektion des Radiotracers wurde eine 30-minütige 
PET-Akquisition der Tiere durchgeführt, gefolgt von einer 15-minütigen Transmissi-
onsmessung mittels rotierender 57Co-Punktquelle. 
An jedem der Messtage (Tage 14, 21, 28, 35 und 42) wurde ein Tier mittels zervika-
ler Dislokation in Narkose getötet, die Teratome (n=2) herauspräpariert, mit 0,9%-
iger NaCl-Lösung gespült und in 4%-iger Formaldehydlösung bei 4°C für 24 Stunden 
fixiert. Daraufhin wurden die Präparate in 70%-igem Ethanol für die weitere histologi-
sche Untersuchung aufbewahrt. 
Die restlichen Tiere wurden zurück in ihre Käfige gelegt, wo sie sich unter tierärztli-
cher Aufsicht erholten. 
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An Tag 14 wurde außerdem eine weitere PET-Untersuchung zur Überprüfung der 
Spezifität der in vivo Jodaufnahme durchgeführt. Hierbei wurden die Tiere, denen 
NIS-negative Zellen injiziert wurden (n=2), sowie ein Tier, dem NIS+ Zellen injiziert 
wurden, und ein weiteres Tier, dem NIS+ Zellen injiziert wurden, und dem zusätzlich 
30 Minuten vor der Messung 2 mg Perchlorat zur Blockade der Jodaufnahme intra-
peritoneal injiziert wurden (78), untersucht. Die PET-Untersuchungen wurden dann, 
wie oben beschrieben, durchgeführt. 
Die Datensätze der PET-Untersuchungen wurden mithilfe der Software „Inveon Ac-
quisition Workplace“ (Siemens Medical Solutions, Knoxville, TN, USA) rekonstruiert. 
Alle Datensätze wurden als statische Bilder rekonstruiert. Für die Rekonstruktion 
kam der OSEM3D-Algorithmus mit 4 Iterationen, in Kombination mit dem MAP-
Algorithmus mit 32 Iterationen in einer Matrix von 256 x 256 Pixeln bei einem Zoom-
faktor von 100% und einem β-Wert von 0,15 zur Anwendung. Es ergaben sich somit 
159 Schichten mit einer Schichtdicke von je 0,796 mm. Alle Datensätze wurden au-
ßerdem normalisiert, auf das Vorliegen von Zufallskoinzidenzen, von Totzeit sowie 
von Schwächung und Streuung korrigiert. 
 
2.7 Auswertung der PET-Bilder 
 
Die PET-Bilder wurden mithilfe der Software „Inveon Research Workplace“ (Siemens 
Medical Solutions, Knoxville, TN, USA) ausgewertet. Ein Volume of Interest (VOI) 
wurde um das gesamte Tier gezeichnet, um die gesamte applizierte Aktivität des 124I 
zu erhalten (DI). Ein weiteres VOI wurde um das Teratom gezeichnet, um die Aktivi-
tät im Tumor zu erhalten (DT). Alle VOIs wurden mittels der Threshold-Technik gene-
riert (von engl. Threshold: Schwelle, Grenze). Hierbei wurde die Obergrenze bei 
100% der Aktivität gesetzt, und die Untergrenze so gewählt, dass das Volumen des 
VOI (in µl) der Masse des Tieres bzw. des Teratoms (in g) entspricht. Die korrekte 
Lage der VOIs wurde in allen 3 Ebenen überprüft und die prozentuale injizierte Dosis 




 × 100 
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Als %ID wird im Weiteren der Prozentteil der gesamten injizierten Aktivität, die sich 




Wie in Abschnitt 3.6 beschrieben, wurden die Teratome präpariert, gespült, in For-
maldehyd fixiert und in Ethanol aufbewahrt. Daraufhin wurden sie in 2mm-Schichten 
geschnitten, prozessiert und paraffineingebettet. Die Paraffinblöcke wurden letztlich 
in 4-µm-Schichten mikrotomiert, auf Objektträger aufgebracht, und die Schnitte mit-
tels Hämatoxylin/Eosin-Färbung angefärbt. Zur Überprüfung der Differenzierung der 
Zellen in alle 3 Keimblätter wurden die Schichten dann mikroskopisch betrachtet und 
bei 400-facher Vergrößerung digital fotografiert. 
 
2.9 Statistische Auswertung 
 
Alle kontinuierlichen Variablen wurden als Mittelwert ± Standardabweichung angege-
ben. Für Gruppenvergleiche wurde eine einfache Varianzanalyse („one-way-
ANOVA“) durchgeführt. Unterschiede zwischen Gruppen wurden mittels der Bonfer-
roni-Methode analysiert. Für Korrelationen zwischen Variablen wurde eine Regressi-
onsanalyse durchgeführt und die r-Werte nach Pearson angegeben. Ein p-Wert unter 















Der primäre Erfolg der Transfektion wurde nach Hygromycinselektion durch die An-





Abbildung 1.: Bestätigung der ektopen NIS-Expression mittels Immunhistologie. Re-
präsentative Fotografien der mikroskopischen Ansicht von Kolonien des NIS+ Klons 17 nach 
klonaler Selektion wie in Abschnitt 3.1 beschrieben. Oben: Expression des transgenen hNIS 
in stabil transfizierten murinen ESC. Unten: Fehlende Expression in Kontrollzellen. Von links 











3.2 Klonale Selektion der ESC und Stabilität der hNIS-Expression  
 
Zur Selektion der Klone mit der ausgeprägtesten und stabilsten hNIS-Expression 
(entspricht der effizientesten 125I-Aufnahme) wurde die funktionelle in vivo-Aktivität 
des transfizierten hNIS sowie seine Spezifität in vitro überprüft. Wie in Abschnitt 3.4 
beschrieben, wurden sowohl die transfizierten NIS+ ESC als auch die nichttrans-
fizierten NIS-negativen ESC (jeweils 5 x 104 Zellen) mit 125I inkubiert, das zur Akku-
mulation einer relevanten Aktivitätsmenge 125I in den NIS+ ESC führte. Die NIS-
spezifische Blockade mittels Perchlorat (33) verringerte die Aufnahmemenge der 
transfizierten NIS+ ESC auf das Niveau der nichttransfizierten Kontrollzellen. Die Ef-
fizienz der Jodaufnahme blieb auch ohne Hygromycinzusatz über 28 Tage stabil 
(Abb. 2). 
 
Abbildung 2: 125I-Aufnahme in transgene Zellen. hNIS-transfizierte Zellen (Klone 4 und 
17) zeigen eine hohe und spezifische 125I-Aufnahme über 28 Tage. Blockade mit Perchlorat 
führt zu einer Reduktion der Jodaufnahme auf das Niveau von nicht-transfizierten Zellen. 
Beachtenswert ist, dass die hNIS-Expression in vitro auch ohne Hygromycinselektion weiter-
besteht. Die antibiotikaunabhängige transgene Expression ist eine Voraussetzung für die 
Nachverfolgung der Zellen im Tiermodell. 
Jede Säule entspricht zwei Wells der 12-Well Platte, die separat in jedem von zwei identi-
schen Experimenten gemessen wurden (4 Messpunkte pro Säule). 
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3.3 124I-Aufnahme in vitro in Zusammenhang mit der Zellzahl 
 
Wie in Abschnitt 3.4 beschrieben, erfolgte eine Messung der zellgebundenen 124I- 
Aktivität und eine Prüfung ihres Zusammenhangs zur Zellzahl. Es zeigte sich ein 
deutlicher Zusammenhang der Zellzahlen (5 x 105, 10 x 105 und 15 x 105) und der 
Jodaufnahme. Wie bereits beschrieben, konnte auch hier die Jodaufnahme mittels 
Perchloratvorbehandlung blockiert werden, was wiederum die hohe Spezifität der 
Aufnahme beweist. Die zellgebundene Aktivität unterschied sich signifikant zwischen 
blockierten und nichtblockierten Zellen (p<0,05, Abb. 3). 
 
Abbildung 3: In vitro-Jodaufnahme im Verhältnis zur Zellzahl. Die Jodaufnahme zeigt 
sich im Zusammenhang zur Zellzahl steigend und ist hochspezifisch (*p<0,05).  
Jede Säule entspricht zwei Wells der 12-Well Platte, die separat gemessen wurden (2 Mess-






3.4 In vivo-124I-Aufnahme und Korrelation mit der Teratommasse 
 
Es konnte gezeigt werden, dass die 124I-Aufnahme in die NIS+ ESC auch in vivo 
hochspezifisch erfolgte. Die %ID von 124I in den NIS+ Tumoren war signifikant höher 
als die in den NIS-negativen Tumoren (4,62±0,49 %ID vs. 1,38±0,49 %ID, p=0,014). 
Eine systemische Perchloratgabe vor der PET-Untersuchung konnte die 124I-
Aufnahme auf das Niveau von nicht-transfizierten Zellen herabsetzen (1,34±0,33 
%ID vs. 1,38±0,49 %ID, P=0,905; Abb. 4 und 5). 
 
Abbildung 4: In vivo-Aufnahme von 124I in die Teratome: Teratome aus NIS+ Zellen wei-
sen eine signifikant höhere Jodaufnahme auf als Teratome, die vorher mit Perchlorat blo-
ckiert wurden, bzw. Teratome, die aus NIS-negativen Zellen bestehen. Die Jodaufnahme von 
blockierten Teratomen und Teratomen aus NIS-negativen Zellen unterscheidet sich nicht 
signifikant. 
NIS(+): Teratome aus Zellen mit NIS-Expression. 
NIS (+) block: Teratome aus Zellen mit NIS-Expression, die vorher mit Perchlorat blockiert 
wurden. 




Abbildung 5: Hochspezifische 124I-Aufnahme in die Teratome im PET-Bild. Repräsenta-
tive koronale Schichten der 124I-PET-Untersuchungen. (A) zeigt die Jodaufnahme in das 
NIS+ Teratom (NIS (+)). Es ist außerdem die Jodaufnahme in die Speicheldrüsen im Bereich 
der Schnauze, der Schilddrüse im Bereich des Halses, in den Magen, sowie die Anreiche-
rung in der Harnblase zu sehen. (B) zeigt die fehlende Jodaufnahme an der Stelle des NIS+ 
Teratoms, sowie die fehlende Aufnahme in Schilddrüse und Magen nach Perchloratgabe 30 
Minuten vor der Untersuchung (NIS (+) block). Es zeigt sich weiterhin radioaktiver Urin in der 
Harnblase. (C) zeigt die fehlende Aufnahme an der Stelle des NIS-negativen Teratoms 
(NIS(-)), bei weiterhin vorhandener Aufnahme im Bereich der Speicheldrüsen, der Schilddrü-
se und des Magens. Unveränderte Darstellung der Harnblase mit radioaktivem Urin. Der 
Bereich des makroskopisch sichtbaren Teratoms ist in jedem Bild mit weißem Pfeil gekenn-
zeichnet. 
 
Die 124I-Aufnahme und die Teratommasse als Surrogat der Zellzahl im Teratom zeig-
ten eine positive Korrelation. Durch eine graphische Darstellung der Teratommasse 
gegen die Jodaufnahme und mathematische Analyse konnte folgende Formel erstellt 
werden, welche die Korrelation zwischen den beiden Variablen bezeichnet (R²=0,72, 
p=0,002; Abb. 6): 





Abbildung 6: Korrelation von %ID der 124I-Aufnahme und Tumormasse als Surrogat der 
Zellzahl. Die Regressionskurve zeigt die signifikante positive Korrelation der Teratommasse 
und der Traceraufnahme (p=0,002)  
 
3.5 Einfluss der Transfektion mit hNIS und der Radioaktivitätsex-
position auf das Differenzierungspotential der Zellen in vitro 
und in vivo  
 
Es konnte gezeigt werden, dass weder die Transfektion mit NIS noch die Inkubation 
mit Radiojod die Differenzierung der ESC zu „Embryoid Bodies“ verhindert (Abb. 7). 
Die so enstandenen „Embryoid Bodies“ behielten das Potential, sich zu Kardiomy-
ozyten zu differenzieren, was dadurch ersichtlich war, dass sich an Tag 12 der Diffe-




Abbildung 7: Entstehung von „Embryoid Bodies“ nach Transfektion mit hNIS und In-
kubation mit 124I. Die Inkubation der NIS+ Zellen mit 124I verhindert nicht die Entstehung von 
„Embryoid Bodies“ (A-C). Es zeigen sich unauffällige „Embryoid Bodies“. Eine Balkenlänge 
entspricht 100 µm. 
 
Die histologische Auswertung der NIS+ Teratome, die während der PET-
Untersuchung gegenüber 124I exponiert waren, ergab eine Differenzierung in alle drei 
Keimblätter: Ektoderm, Mesoderm und Entoderm (Abb. 8).  
 
Abbildung 8: Histologische Auswertung der NIS+ Teratome nach Exposition gegen-
über 124I. Es finden sich Derivate aller 3 Keimblätter. Ektodermale Differenzierung: (A, B) 
Mehrschichtiges verhornendes Plattenepithel; (C, D) Neurone. Mesodermale Differenzie-
rung: (E) Fettgewebe, (F) Chondrozyten, (G) Osteoidproduzierende Zellen. Entodermale 
Differenzierung: (H) zilientragendes respiratorisches Epithel, (I) Drüsengewebe mit schleim-




Somit bestätigt sich, dass weder die NIS-Transfektion noch die Exposition gegenüber 
den Radionukliden das Differenzierungspotential der Zellen beeinträchtigen. Die Dif-

































4.1 Einleitende Bemerkungen 
 
Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass es möglich ist, murine ESC mit dem hu-
manen NIS-Gen zu transfizieren, und dass die Transfektion über den untersuchten 
Zeitraum von 42 Tagen stabil bleibt. Die Funktionalität des NIS, Jod in die Zellen zu 
transportieren, sowie die spezifische Hemmung der Jodaufnahme durch Perchlorat 
konnten sowohl in vivo als auch in vitro bewiesen werden. 
In vitro zeigte sich ein deutlicher Zusammenhang der über den NIS aufgenommenen 
Jodmenge mit der Zellzahl. In vivo konnte eine signifikante Korrelation der Jodauf-
nahme mit der Tumormasse als Surrogat der Zellzahl im Tumor gezeigt werden. In 
beiden Fällen war die Jodaufnahme sowohl hochsensitiv (bis zu einer unteren Nach-
weisgrenze von 5 x 105 Zellen) als auch hochspezifisch, wie durch die Blockadeex-
perimente sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt werden konnte. 
Hierbei muss ergänzend erwähnt werden, dass die Stichprobengröße in den Spezifi-
tätsexperimenten eingeschränkt war. Obwohl die Spezifität mit hoher statistischer 
Signifikanz bewiesen werden konnte, und die vorliegende Studie aussagekräftig be-
legt, dass die Aufnahme von Jod über den NIS hochspezifisch erfolgt, werden ergän-
zende Studien mit großen Tierkohorten notwendig sein, um das Verständnis für die 
von uns beschriebenen Sachverhalte zu vertiefen. 
Weiterhin zeigte sich eine erhaltene Fähigkeit der Zellen zur Bildung von „Embryoid 
Bodies“ und daraufhin zu allen Keimblättern, somit ein Erhalt der Pluripotenz und der 
Differenzierungsfähigkeit nach der Transfektion mit hNIS und der Exposition gegen-
über 124I bzw. 125I. 
Aufgrund der Ergebnisse dieser Studie ist es möglich, eine nichtinvasive Bildge-
bungsmethode anzubieten, welche die frühe, spezifische Detektion von Teratomen 
erlaubt, und zugleich den Weg für eine serielle in vivo-Nachverfolgung der Zellen 





4.2 Pluripotente ESC in der klinischen Anwendung 
 
Wie bereits in Abschnitt 2.2 beschrieben sind ESC seit ihrer ersten Beschreibung im 
Jahr 1981 intensiv erforscht worden. 1998 beschrieben Thomson et al. erstmals, 
dass sie eine humane embryonale Stammzelllinie in vitro kultivieren konnten. Bis zu 
diesem Zeitpunkt existierten zwar bereits viele Daten zur Genetik, Proliferation, Diffe-
renzierung und theoretischer Anwendbarkeit der ESC, jedoch ist die kontrollierte Kul-
tivierbarkeit von ESC die wichtigste Voraussetzung für die Anwendung in der Thera-
pie (153).  
Die weiterführenden forscherischen Leistungen nach der ersten in vitro-Kultivierung 
von humanen ESC führten zur erstmaligen Anerkennung einer Stammzelltherapie 
am Menschen durch die amerikanische FDA im Jahr 2009. Es handelte sich hierbei 
um eine Phase-1-Therapiestudie, in der Oligodendrozyten-Vorläuferzellen zur The-
rapie von Rückenmarksverletzungen eingesetzt wurden (51). Kurze Zeit nach Beginn 
der Studie äußerte die FDA jedoch Bedenken aufgrund des möglichen Risikos der 
Teratomentstehung. Das Projekt wurde nachfolgend für mehr als zwei Jahre pausiert 
(51).  Ebenfalls im Jahr 2009 publizierten Amariglio et al. eine Fallbeschreibung, bei 
der es nach der Transplantation von ESC in ein Kind zur Therapie des Louis-Bar-
Syndroms (Ataxia teleangiectasia) zur Entstehung eines Teratoms im Gehirn kam 
(4). Der Sachverhalt der Entstehung von Teratomen im zentralen Nervensystem 
wurde bereits 2007 durch Riess et al. beschrieben, die jedoch ebenfalls schlussfol-
gerten, dass die ESC-Therapie nach Hirnschädigung zu einer „dramatischen Ver-
besserung des neurologischen Outcomes“ führt (124). Dieser Aussichtsreichtum der 
ESC-Anwendung führte dazu, dass auch in neuerer Zeit ESC-basierte Therapien zur 
klinischen Anwendung kommen. Im Jahr 2012 berichteten Schwartz et al. über eine 
erfolgreiche Anwendung von retinalen Pigmentepithelzellen, die aus hESC gewon-
nen wurden zur Therapie der trockenen Makuladegeneration und des Morbus 
Stargartd, worunter es nicht zur Teratombildung kam (129). Seit September 2013 
werden durch Menasché et al. Patienten zur ersten Therapiestudie mit Anwendung 
von kardialen Progenitorzellen aus hESC zur Therapie der schweren Herzinsuffizienz 
nach Myokardinfarkt rekrutiert (ESCORT-Studie) (34). Die Bildung von intra- oder 
extrakardialen Tumoren wurde jedoch auch hier bereits im Studienantrag als schwe-
re Therapienebenwirkung und Abbruchkriterium festgelegt (113). 
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Zusammenfassend muss somit festgestellt werden, dass die Anwendung von ESC 
vielversprechende Ergebnisse zeigt, und dass der Vormarsch der klinischen Anwen-
dungen nicht aufzuhalten ist. Umso wichtiger ist also der sorgfältige Umgang mit den 
Zellen, sowie das grundlegende Verständnis des mit der ESC-Therapie einherge-
henden Risikos der Teratombildung. 
Lukovic et al. formulierten so im Jahr 2014 Voraussetzungen für die sichere, teratom-
freie Anwendung von ESC am Menschen. Eine ihrer Prämissen war, dass eingehen-
de Tierstudien notwendig sind, um die Sicherheit der ESC-Therapie in Bezug auf die 
Teratomentstehung zu erhöhen (94).   
Als vielversprechendste Methode, um die Teratombildung zu umgehen, wurde die 
Anwendung hochaufgereinigter Zellsuspensionen beschrieben (57). Der Kerngedan-
ke bei dieser Anwendung ist, dass die Bereitschaft der ESC, Teratome zu bilden, 
allein vom Anteil der bereits differenzierten Zellen in der Injektionssuspension ab-
hängt (2). So konnten Dressel et al. 2008 zeigen, dass die Gabe undifferenzierter 
Zellen selbst in immunkompetenten Tieren zur Teratombildung führte (45). Wie in 
Abschnitt 2.2 beschrieben, exprimieren bereits undifferenzierte hESC humane MHC-
Antigene, und die Expression verstärkt sich im Zuge der Differenzierung (44,144). 
Erwartungsgemäß müsste somit eine Abstoßung der humanen Zellen bei der Injekti-
on in immunkompetente Tiere erfolgen (21). Dies war jedoch, wie durch Dressel et 
al. beschrieben, nicht der Fall, da sich bei Injektion von 106 Zellen in immunkompe-
tente Mäuse in ca. 95% der Fälle trotzdem Teratome bildeten. Dies erklärt auch, wa-
rum in der soeben erwähnten Therapiestudie von Schwartz et al. (129) keine 
Teratombildung stattfand: Es wurden nicht die ESC an sich, sondern Progenitorzel-
len, die aus ihnen differenziert wurden, verabreicht. Auch Menasché et al. werden in 
der erwähnten ESCORT-Studie (113) myokardiale Progenitorzellen verabreichen, 
nicht jedoch undifferenzierte ESC.  
Aldahmash et al. beschrieben die vollständige Entfernung undifferenzierter Zellen als 
Grundvoraussetzung für eine sichere Anwendung der ESC in Therapien (2). Für die 
Aufreinigung der ESC-Suspensionen kommen häufig flusszytometrische Methoden 
zur Anwendung, die die Zellen über Immun- oder andere Marker identifizieren und 
aufteilen (96). Tohyama et al. beschrieben eine modifizierte Methode, die die Zellen 
über die unterschiedliche Verstoffwechselung von Glukose und Laktat aufteilte und 
 32 
 
somit Suspensionen mit bis zu 99%-iger Reinheit erzielte (155). Jedoch besteht auch 
bei einer 99%-igen Reinheit weiterhin ein Residualrisiko der Kontamination mit undif-
ferenzierten Zellen, und somit das Risiko einer Teratomentstehung. Exemplarisch 
wurden in der vorliegenden Studie 105 Zellen pro Seite in die Tiere eingebracht, bei 
einer 99%-igen Suspensionsreinheit wären somit 103 Zellen nicht differenziert und 
somit potentiell teratombildend. Harkany et al. beschrieben eine Teratombildung bei 
einer Zellzahl von 400-500 bei immuninkompetenten Tieren (64) und Lee et al. pos-
tulierten, dass bereits „eine einzige undifferenzierte ESC unter optimalen Umständen 
ein Teratom bilden könnte“ (88). Andererseits lässt sich somit vermuten, dass die in 
der vorliegenden Studie angewandten 105 Zellen eine ausreichende Zellzahl zur si-
cheren Teratomgenerierung darstellen. Dies liegt etwas unter dem Niveau anderer 
Studien, die um die 106 Zellen für die Teratomentstehung anwendeten (2,127). 
Solange also nicht auszuschließen ist, dass es bei einer Stammzelltherapie zur Tu-
morbildung kommen wird, ist es eine wichtige Aufgabe im Namen der Sicherheit der 
Therapieverfahren, eine solche Tumorbildung so früh wie möglich zu detektieren. 
Aus diesem Grund befasst sich die vorliegende Studie extensiv mit der Etablierung 
einer neuartigen, hochsensitiven Methode zur Feststellung einer Tumorbildung, 
selbst in frühen Stadien. 
 
4.3 In vivo-Monitoring der Teratomentstehung 
 
Wie in Abschnitt 3.3 erwähnt, wurden erstmals in den 1960er Jahren pluripotente 
Zellen aus Teratokarzinomen isoliert (sogenannte embryonale Karzinomzellen, EC). 
Die Ähnlichkeit dieser EC-Zellen zu ESC war der Ausgangspunkt für die spätere Er-
forschung der ESC. Auch heute wird die Bildung von Teratomen als Beweis der 
Pluripotenz von ESC gesehen („Teratomassay“) (81,24). Die vorliegende Studie 
konnte die nachhaltige Pluripotenz der transgenen Zellen zeigen, indem Bestandteile 
aller Keimblätter in den histologischen Schnitten der Teratome nachgewiesen wur-
den. Wie in der Mehrzahl der Studien, in denen experimentell Teratome generiert 
wurden, wurden auch in der vorliegenden Studie die Teratome postmortal entnom-




Eine alternative Methode hierzu wäre die serielle Entnahme von Biopsien aus den 
Teratomen, wie durch Buta et al. theoretisch beschrieben (24). Dies würde jedoch in 
eine höhere Belastung für die Tiere resultieren. Bis dato finden sich keine Studien, in 
denen eine in vivo-Untersuchung der Teratomhistologie beschrieben ist. Castro et al. 
beschrieben 2010 erstmals die Anwendung von hochauflösender MRT (sogenannte 
„Magnetresonanzmikroskopie“) zur nichtinvasiven, semiquantitativen histologischen 
Auswertung der Teratombestandteile (26). Weiterentwicklungen der MRT könnten in 
Zukunft ermöglichen, die Pluripotenz der untersuchten Zellpopulationen in vivo nach-
zuweisen, indem die Keimblätterbestandteile in den Teratomen nichtinvasiv unter-
sucht werden. 
Auch die Teratombildung an sich, die wie bereits beschrieben als gefürchtetste The-
rapienebenwirkung der Stammzelltransplantation gilt (89), konnte in der vorliegenden 
Studie mit hoher Sensitivität und Spezifität nachgewiesen und überwacht werden. 
Im Jahr 2006 beschrieben Cao et al. erstmals die in vivo Detektion von Stammzellen 
im Herzen mittels Bildgebung (25). Ihnen gelang die Transfektion von murinen ESC 
mit einem Dreifachgen bestehend aus dem Gen der Luciferase des Glüwurms (fLuc), 
dem Gen für das monomere rotfluoreszierende Protein sowie einer verkürzten Thy-
midinkinase. Die Genprodukte dieses sogenannten „Triple-fusion-Gens (fluc-mrpf-
ttk)“ konnten dann sowohl mittels in vivo-Fluoreszenz, Biolumineszenz, als auch 
nach Injektion von 18F-FHBG mittels PET abgebildet werden. Für die Abbildung des 
normalen Myokards wurde 18F-FDG angewendet.  
Obwohl die Transfektion der Zellen stabil, und die Bildgebung mittels optischer Ver-
fahren bzw. PET in dieser Studie erfolgreich war, eignet sich die von Cao et al. ver-
wendete Konstellation nicht optimal für die Bildgebung von Teratomen: Weder 18F-
FHBG noch 18F-FDG sind gut für benigne Tumoren geeignete Tracer, da sie in die-
sen meist keine ausreichende Aufnahme aufweisen (25). Spätere Studien wendeten 
daher Fusionsgene aus fLuc und einer Herpes-Simplex-Virus-Thymidinkinase an, um 
die Teratombildung im Mausmodell zu detektieren (143,114). Jedoch ist fLuc nicht für 
die Anwendung am Menschen zugelassen (13). Außerdem sind optische Visualisie-
rungsmethoden in Großtiermodellen und am Menschen nicht anwendbar, da die 
starke Lichtschwächung dazu führt, dass meist überhaupt keine Daten akquiriert 
werden können (68). Somit sind Methoden, die vorrangig auf solchen Visualisie-
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rungsmethoden basieren, für die translationale Anwendung ungeeignet. Die Herpes-
Simplex-Virus-Thymidinkinase ist hingegen bereits für die in vivo-Nachverfolgung 
von menschlichen Zellen benutzt worden. Der entsprechende Tracer 18F-FIAU ist von 
der amerikanischen FDA für die Anwendung am Menschen zugelassen, jedoch po-
tentiell immunogen (172).  
Im Jahr 2009 beschrieben Cao et al. einen alternativen Ansatz für die indirekte Vi-
sualisierung von Teratomen. Sie stellten fest, dass die Entstehung von Teratomen 
mit ausgeprägter Neoangiogenese einhergeht und stellten diese mittels 64Cu-DOTA-
RGD4, einem Liganden des αvβ3-Integrins dar (25,25). Es ist jedoch zu bedenken, 
dass die Bildgebung einen Eingriff in die Neovaskularisation darstellen kann, die ja 
im Falle der Stammzelltherapie zur Regeneration ischämisch geschädigter Gewebe 
durchaus ein erwünschter Effekt sein kann. 
Als humanes Protein birgt hNIS das Potential der Immunogenität im Tiermodell, 
weswegen in der vorliegenden Studie immundefiziente Tiere zur Anwendung kamen. 
Es hat jedoch den Vorteil, dass eine Immunogenität beim Menschen nicht zu erwar-
ten ist (147). Dies könnte für eine translationale Anwendung der Methode von Vorteil 
sein. Weiterhin kann, basierend auf den Ergebnissen der vorliegenden Forschungs-
arbeit gemutmaßt werden, dass hNIS über Wochen bis Monate aktiv exprimiert wird. 
Somit besteht genügend Zeit, die Teratomentstehung bildgebend zu untersuchen. Es 
sind jedoch weitere longitudinale Studien notwendig, um die hNIS-Expression über 
den 42en Tag nach Injektion hinaus zu untersuchen. 
Als Einschränkung der Methode muss erwähnt werden, dass die Jodaufnahme zwar 
spezifisch für NIS-exprimierende Zellen ist, jedoch nicht von der Zellart abhängig ist. 
Somit kann  vom Vorhandensein des PET-Signals alleine nicht auf das Vorhanden-
sein eines Teratoms geschlossen werden. Jedoch ist der Vorteil der nichtinvasiven in 
vivo-Bildgebung die Wiederholbarkeit und somit die Möglichkeit einer seriellen Unter-
suchung. Somit kann die Wachstumsdynamik der Zellen analysiert werden und zwi-
schen Teratomen und normal funktionierenden Zellen unterschieden werden: 
Teratome würden erwartungsgemäß ein schnelleres Wachstum, und somit eine 
schnellere Signalzunahme aufweisen. Die Möglichkeiten der absoluten Quantifizie-
rung, die durch die PET-Bildgebung ermöglicht werden, bieten hier einen Vorteil ge-
genüber anderen Bildgebungsmethoden (S. Abschnitt 4.5.). 
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Ein mögliches Zukunftsziel könnte somit die Konstruktion proliferationsabhängiger 
Promotoren sein, die eine selektive Hochregulation der hNIS-Expression in Terato-
men bedingen. 
 
4.4 Auswirkung der Transfektion und der Radioaktivität auf die 
ESC 
 
Die in Abschnitt 2.2 beschriebenen Erfolge der Stammzelltherapien mit ESC betonen 
den Aussichtsreichtum solcher therapeutischer Anwendungen. Trotz großer forsche-
rischer Bemühungen in den letzten Jahren ist jedoch der genaue Mechanismus der 
Geweberegeneration mittels Stammzellen nicht vollständig geklärt. Die Möglichkeit 
der Forschung mit Reportergenen hat Studien ermöglicht, die sowohl das Schicksal 
der Zellen nach der Transplantation als auch die Reparaturmechanismen an sich 
weiterführend untersuchten (126).  
Eine wichtige Fragestellung im Rahmen solcher Studien war und ist, ob die Transfek-
tion mit Reportergenen und die Expression ihrer Genprodukte grundlegende Eigen-
schaften der Stammzellen wie das Zellüberleben, die Proliferation und die Differen-
zierungsfähigkeit beeinflusst (170). Veränderungen dieser Eigenschaften könnten die 
translationale Anwendbarkeit von Reportergenmodellen bedeutend einschränken. In 
zwei Studien aus dem Jahr 2006 befassten sich Wu et al. mit dieser Fragestellung, 
indem sie das Verhalten von ESC untersuchten, die zuvor mit einem Triple-Fusion-
Gen transfiziert worden waren. Sie stellten fest, dass zwar auf Transkriptions- und 
Translationsebene kleine Veränderungen stattfanden, diese jedoch nicht zu Ein-
schränkungen des Überlebens, der Proliferation oder der Differenzierungsfähigkeit 
der Zellen führten (170,169).  
In den oben erwähnten Studien von Cao et al. (25) erfolgte die Transfektion der Zel-
len mittels adenoviraler Vektoren. Solche Vektoren werden seit Mitte der 1990er Jah-
re zur Einführung von genetischem Material in Zielzellen genutzt (90). Im Jahr 1999 
kamen sie erstmals bei der Durchführung einer Gentherapie zum Einsatz, jedoch 
starb der Patient 4 Tage nach Injektion des Vektors an einer massiven Immunreakti-
on (133). Die Tatsache, dass adenoviral transfizierte Zellen potentiell immunogen 
sind (159), die potentielle Zytotoxizität des Vektors selber (31) sowie die Tatsache, 
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dass adenoviral integrierte Gene potentiell nicht stabil ins Genom integriert werden, 
(167) stellen Einschränkungen dieser Methode für die klinische Translation dar. In 
der vorliegenden Forschungsarbeit wurde die Transfektion mittels Elektroporation der 
Zellen durchgeführt. Obwohl diese Methode zu geringerer Ausbeute an transfizierten 
Zellen führt, ist sie als physikalische Methode wesentlich sicherer (103). Da kein Vek-
tor zur Anwendung kommt, besteht allein das Risiko einer Immunogenität des expri-
mierten Proteins, die im Falle von hNIS wie erwähnt vermutlich nicht vorliegt (147) . 
Weiterhin ist die Expression des Reportergens über die gesamte untersuchte Zeit 
stabil geblieben, wie in  Abschnitt 4.2 beschrieben. Die Stabilität der Transfektion war 
weiterhin auch ohne Selektionsdruck durch Hygromycin gegeben. Dies stellt eine 
Grundvoraussetzung für eine längerfristige in vivo-Anwendung der Zellen dar.  
Eine weitere Fragestellung betrifft die Auswirkungen der Radioaktivitätsexposition auf 
die Zellen. Sokolov et al. beschrieben 2012, dass eine Bestrahlung mit 2 Gy Gam-
mastrahlung zu einer Veränderung der Genexpression führte und 4 Gy zu einem 
Zelltod von >70% der untersuchten ESC (136). Spitzweg et al. untersuchten die 
Auswirkungen von 131I auf NIS-transfizierte Zellen von Prostatakarzinomen und ka-
men zu dem Schluss, dass 80 µCi (entsprechend 2,96 MBq) über eine Expositions-
zeit von 7 Stunden zum Zelltod führten (140). In der vorliegenden Studie konnte ge-
zeigt werden, dass eine Exposition der Zellen gegenüber 3,7 kBq 125I für 45 Minuten 
keine Verschlechterung der Vitalität oder Differenzierungsfähigkeit der Zellen zur 
Folge hatte. Somit ist bei den im vorliegenden Modell angewandten Aktivitätskon-
zentrationen kein negativer Einfluss der Radioaktivität auf die Pluripotenz der Zellen 
zu erwarten. 
Wie in Abschnitt 3.3 erläutert, konnte nach Transfektion und Exposition der Zellen 
gegenüber Radioaktivität die Entstehung normaler, schlagender „Embryoid Bodies“ 
demonstriert werden. Die Zellen differenzierten sich nach Injektion in die Tiere zu 
allen drei Keimblättern. Somit wurde schlussgefolgert, dass die Expression von NIS 
und die darauf folgende Exposition gegenüber Radioaktivität weder in vitro noch in 
vivo zu einer durchgreifenden Veränderung der Differenzierungsfähigkeit der Zellen 
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Wie in Abschnitt 2.5 beschrieben, findet sich der NIS vorrangig in der Schilddrüse, 
der Magenschleimhaut und den Speicheldrüsen (43). Dadurch, dass keine relevante 
Aufnahme in andere Gewebe erfolgt, ist das NIS-Gen als Reportergen für die sensiti-
ve Zelldarstellung in der Muskulatur, dem Gehirn, sowie in inneren Organen wie dem 
Herzen geeignet (26). Wie bereits beschrieben, befördert der NIS mit Hilfe des 
transmembranalen Natriumgradienten Jodanionen, sowie im Kontext der Bildgebung, 
99mTcO4- oder Radiojod in die Zelle (43,149). Die Aufnahme dieser Anionen kann 
durch Perchlorat kompetitiv blockiert werden (33). Diese Konstellation ermöglicht ei-
ne spezifische Visualisierung von Zellen, die das NIS-Gen exprimieren: über 
99mTcO4- mittels SPECT oder über 124I mittels PET (149). 
Für die Visualisierung von Stammzellen stehen mehrere Techniken zur Verfügung. 
Die 2006 veröffentlichte Studie von Cao et al. bediente sich im Kleintiermodell so-
wohl optischer Methoden als auch der 124I-PET. Wie in Abschnitt 5.4 erwähnt, sind 
optische Methoden für die translationale Anwendung ungeeignet, da das Licht im 
Großtier und im Menschen keine ausreichende Gewebedurchdringung aufweist, sie 
sind jedoch in Kleintiermodellen sehr verbreitet. Vorteile sind die einfache Durchführ-
barkeit, die geringen Kosten sowie die hohe Sensitivität (68). Da auch sie auf Re-
portergenbildgebung basieren, müssen Zellen für die optische Visualisierung gene-
tisch modifiziert werden, was potentiell Veränderungen der Differenzierung oder Vita-
lität zur Folge hat (71). In den letzten Jahren haben sich solche Methoden vor allem 
in Kombination mit Methoden wie PET bewährt, wie die Studie von Cao et al. (25) 
zeigte (166).  
Eine vielversprechende Methode zur Stammzellvisualisierung ist die MRT mit Nano-
partikeln, die in Abschnitt 2.4 beschrieben wurde. Der größte Vorteil der Methode ist 
die hohe räumliche Auflösung und hohe Sensitivität für die Detektion der markierten 
Zellen (84). Jedoch setzen die Zellen nach ihrem Tod die Nanopartikel frei, und diese 
werden teilweise von Makrophagen internalisiert. Da die Nanopartikel jedoch weiter-
hin signalgebend sind, fällt die Spezifität der Methode für die Unterscheidung zwi-
schen lebenden und toten Zellen über die Zeit erheblich ab (150). Higuchi et al. führ-
ten 2009 eine Studie mit kombinierter MRT- und PET-Bildgebung von intramyokardi-
al transplantierten Stammzellen durch. Sie fanden heraus, dass das 124I-Signal der 
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Zellen nach 3 Tagen nicht mehr nachweisbar war, sich jedoch bis Tag 7 noch Nano-
partikel in der MRT darstellten, obwohl sich in der daraufhin durchgeführten Histolo-
gie keine Stammzellen mehr im Bereich befanden (65). Die fehlende Möglichkeit der 
seriellen, longitudinalen Auswertung relativiert somit bislang den Nutzen der MRT in 
der Stammzellbildgebung. 
Die SPECT-Bildgebung hat im Kleintiermodell den Vorteil der hohen räumlichen Auf-
lösung, die z.T. unter einem Millimeter liegt (16). Jedoch geht die hohe Auflösung 
des Systems unvermeidlich mit einer geringeren Sensitivität einher (27). Weiterhin 
bestand über lange Zeit nur eine eingeschränkte Möglichkeit, die injizierte Aktivität im 
untersuchten Objekt absolut zu quantifizieren. Erst in den letzten Jahren wurden 
SPECT-Systeme entwickelt, die eine absolute Quantifizierung der Aktivität erlauben 
(125). Die Möglichkeit, über den NIS sowohl eine SPECT-Bildgebung als auch eine 
PET-Bildgebung durchzuführen, stellt einen Vorteil des Modells dar, da in Zukunft 
solche leistungsfähigen SPECT-Systeme für die Stammzellvisualisierung zur An-
wendung kommen werden können.  
Weiterhin ist die SPECT eine in der Klinik übliche Bildgebungsmodalität. Sowohl 
99mTc als auch 124I kommen in der klinischen Diagnostik zur Anwendung, und sind 
somit erprobt sowie einfach erhältlich (32). NIS-basierte PET-Protokolle wurden be-
reits für die Nachverfolgung intramyokardial injizierter Zellen sowohl im Klein- als 
auch im Großtiermodell angewandt (149,147), was das Potential der Möglichkeit für 
eine spätere klinische Translation aufzeigt.   
Obwohl die SPECT in der Kleintierforschung teilweise bessere Ortsauflösung bietet 
als die PET, ist die Auflösung von klinischen PET-Systemen höher und die PET er-
möglicht eine wesentlich höhere Sensitivität (30). Die Akquisition von quantitativen 
Daten ist weiterhin eine intrinsische Eigenschaft der PET, die in allen gebräuchlichen 
Systemen unkompliziert durchgeführt werden kann  (28,79). Die Möglichkeit der 
Kombination von PET und CT verbessert die Ortsauflösung weiter und macht die 
PET/CT zu einem nützlichen Werkzeug im klinischen Alltag, beispielsweise bei 
Staginguntersuchungen von Tumorpatienen (52). Die vorliegende Studie befasste 
sich jedoch nicht mit der postdiagnostischen Untersuchung der Tumorausdehnung, 
wie dies bei einer Staginguntersuchung der Fall ist, sondern mit der primären Detek-
tion des Tumors so früh wie möglich nach seiner Entstehung. Aus diesem Grund sind 
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die Möglichkeit der Akquisition von quantitativen Daten und die hohe Sensitivität und 
Spezifität von größerer Bedeutung als die minimal erreichbare Ortsauflösung. 
Obwohl die Spezifität der Nachweismethode eine Eigenschaft des NIS darstellt, sind 
die maximale Ortsauflösung und die Sensitivität der Bildgebungsmethode sowohl 
vom PET-System, als auch vom verwendeten Radionuklid und von der Rekonstrukti-
onsmethode abhängig. 
Das in der vorliegenden Studie angewandte 124I hat als Jodisotop den bereits er-
wähnten Vorteil der sensitiven und spezifischen Aufnahme über den NIS. 124I hat je-
doch eine komplexe Zerfallskinetik, die spezifische technische Überlegungen bei der 
Anwendung in der PET-Bildgebung nötig macht. Im Gegensatz zu häufig angewand-
ten PET-Isotopen wie 68Ga oder 18F, zerfallen 124I-Atome in nur ca. 23% der Fälle 
mittels beta(+)-Zerfall zu Positronen (168). Weiterhin zerfällt 124I nicht durchgehend 
zum Grundzustand des Tochternuklids, sondern teilweise zur angeregten Form des 
Nuklids 124Te, welches daraufhin eine Photonenkaskade freisetzt, während es in 
niedrigenergetischere Formen übergeht (70). Die Kombination aus geringen Zerfalls-
raten und der Tatsache, dass keinerlei Zusammenhang der Richtung, in der die Pho-
tonen der Kaskade freigesetzt werden zu den Bahnen der durch Paarvernichtung 
freigesetzten Photonen besteht, führt einerseits zur Notwendigkeit längerer Messzei-
ten und andererseits zur Entstehung eine Reihe von Zufallskoinzidenzen am Detek-
torring, die sich negativ auf die Bildqualität auswirken, und die mittels Akquisitionsop-
timierungsmethoden korrigiert werden müssen (82).  
Pentlow et al. untersuchten die Auswirkung der Zerfallscharakteristika von 124I auf die 
Akquisition quantitativer Daten im PET-System. Sie kamen zu der Schlussfolgerung, 
dass keine signifikante Degradierung der quantitativen Daten durch die Benutzung 
von 124I auftrat (111).  
Die maximale Ortsauflösung beträgt -im in der vorliegenden Studie angewandten 
Siemens Inveon micro-PET-System- ca. 1,5mm bei der Verwendung von 18F (12). 
Daten zur minimalen Ortsauflösung bei der Benutzung von 124I liegen jedoch nur für 
andere PET-Systeme vor. Gregory et al. fanden hierbei heraus, dass die Nutzung 
von 124I zu einer Verschlechterung der Ortsauflösung um ca. 500 µm gegenüber der 
Verwendung von 18F auftrat (61). Dies trat jedoch bei der Anwendung eines klini-
schen PET-CT-Scanners auf, dessen maximale Auflösung bei ca. 4 mm liegt (115). 
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Ob dies auch bei der Verwendung von micro-PET Systemen im selben Maße auftritt, 
ist somit unerforscht.  
Da diese Limitationen bei der Verwendung von 124I seit längerem bekannt sind, wird 
die Akquisitionsoptimierung bei Anwendung des Tracers intensiv erforscht. Lubberink 
et al. beschrieben 2011 eine Reihe von Optimierungsmethoden, die zu einer „quanti-
tativ akkuraten Bildgebung mit verbessertem Kontrast“ führen (93).  
Eine weitere Verbesserung der Bildqualität ist durch die differenzierte Anwendung 
moderner Rekonstruktionsmethoden erreichbar: 
Für die Rekonstruktion der während einer PET-Untersuchung akquirierten Datensät-
ze kommen unterschiedliche Methoden in Frage. Analytische Rekonstruktionsme-
thoden versuchen die Entstehung des Bildes mathematisch zu beschreiben, wofür 
mathematische Gleichungen („Fourier-Transformationen“) und sogenannte „Rückpro-
jektionen“ zur Anwendung kommen, also vereinfacht Projektionen der am runden 
Detektor erhobenen Daten auf ein quadratisches Bildpunktraster (1). Eine verbreitete 
analytische Rekonstruktionsmethode ist die „gefilterte Rückprojektion“ (Filtered Back 
Projection). Die Vorteile solcher Methoden sind die relativ einfache Berechenbarkeit, 
so dass weder eine hohe Rechenleistung, noch sehr viel Zeit für die Rekonstruktion 
von Bildern benötigt wird (1). Der Nachteil ist jedoch, dass analytische Rekonstrukti-
onsmethoden relativ fehleranfällig sind, was sich in minderer Bildqualität und gerin-
gerer Akquisition quantitativer Daten äußert (164). Aus diesem Grund werden zu-
nehmend sogenannte iterative Rekonstruktionsmethoden für die PET-
Rekonstruktion, aber auch für andere Bildgebungsmodalitäten angewandt. 
Iterative Rekonstruktionsverfahren bringen die Möglichkeit mit sich, das Bildrauschen 
im Rohdatensatz zu kompensieren, indem sie mathematische Gleichungen aufstel-
len, die nicht eindeutig lösbar sind. Eine Lösung, und somit eine Rekonstruktion der 
Daten, wird durch die mehrmalige Wiederholung der Berechnungen statistisch ein-
gegrenzt, bis ein akzeptables Ergebnis (also ein rekonstruiertes Bild) gefunden wird 
(109). Solche Verfahren wie die „ordered subset excpectation maximization“ (OSEM) 
bzw. dessen dreidimensionale Variante OSEM3D oder die „maximum a posteriori“ 
(MAP) sind erheblich rechenintensiver. Sie erfordern somit wesentlich längere Zeit 
für die Berechnung, führen jedoch zur Rekonstruktion von Bildern mit höherer 
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Ortsauflösung und höherer Nachweissensitivität (164). Diese Tatsache wurde auch 
von Visser et al. für das Siemens Inveon micro-PET-System bestätigt (158). 
Wie in Abschnitt 3.6 erwähnt, wurden die beschriebenen Erkenntnisse sowohl in der 
Bereinigung der durch 124I-PET entstandenen Rohdatensätze als auch in deren Re-
konstruktion mittels OSEM3D und MAP eingebracht. 
Eine häufig gestellte Frage bei der Bildgebung von Tumoren mittels PET ist die mi-
nimale nachweisbare Zellzahl. Sowohl Johnson et al. (73) als auch Fischer et al. (48) 
gaben an, dass das untere Limit der Zelldetektion mittels 18F bei ca. 105 Zellen lag. 
Keine der erwähnten Studien befasste sich jedoch mit der in vivo-Bildgebung von 
Teratomen. Fischer et al. führten eine in vitro-Studie durch, während Johnson et al. 
die minimale detektierbare Zellzahl in einem ektop wachsenden Adenokarzinom der 
Prostata untersuchten. Eine Angabe von absoluten Zellzahlen ist im Falle von 
Teratomen nahezu unmöglich, wie auch aus Abb. 8 ersichtlich ist: Teratome beste-
hen aus unterschiedlichen Zellen, sowie aus intrazellulärer Matrix, Nekrosearealen 
und zellfreiem Raum. Im Falle des Frühnachweises von Teratomen ist somit der Ver-
such einer Angabe von Zellzahlen nicht zielführend. Stattdessen quantifizierte die 
vorliegende Studie erstmals Teratome anhand ihrer Masse in Korrelation zur Tra-
ceraufnahme, die mit der Zellzahl im Tumor zusammenhängt. Vorhandene For-
schungsarbeiten befassten sich zwar mit der Detektion von Teratomen im Kleintier-
modell, jedoch fand keine Korrelation der Masse zur Traceraufnahme statt (25,114). 
Wie aus Abbildung 6 ersichtlich, konnten mittels quantitativer 124I-PET Teratome mit 
einer minimalen Masse von 0,081 g erfolgreich dargestellt, sowie ihre Traceraufnah-
me quantifiziert werden. 
Weiterhin eignet sich das in dieser Studie angewandte Modell ausgezeichnet für die 
längerfristige Nachuntersuchung der Zellen. Wie in Abschnitt 2.4 beschrieben, kann 
die Visualisierung von Stammzellen auch nach deren Markierung mittels Nanoparti-
keln oder radioaktiven Tracern erfolgen. So beschrieben Lang et al. die in vivo-
Nachverfolgung von intramyokardial transplantierten Stammzellen im Infarktmodell 
der Maus nach Markierung der Zellen mit 18F-Fluorodesoxyglucose (87). Die wich-
tigsten Einschränkungen dieser Methode liegen in der Beschränkung durch die 
Halbwertszeit der Nuklide. Im Fall der Nanopartikel-MRT liegt die Einschränkung, wie 
bereits erwähnt, in der abfallenden Spezifität nach Apoptose der Zellen. Der Vorteil 
 42 
 
des Reportergenmodells liegt darin, dass die Zellen während ihres gesamten Le-
benszyklus das Reportergen exprimieren, wie in der vorliegenden Studie gezeigt 
wurde. Wenn, wie im vorliegenden Modell, die Expression stabil und selektions-
druckunabhängig erfolgt, und das Reportergen auch an die folgenden Generationen 
weitergegeben wird, sind der Nachverfolgung der Zellen seitens des Reportergen-
modells keine zeitlichen Grenzen gesetzt. Weiterhin ist 124I ein langlebiges Nuklid mit 
einer Halbwertszeit von 4,2 Tagen (111), was gegebenenfalls mehrere Bildgebungs-
durchläufe nach nur einer Tracerinjektion erlaubt, womit eine geringere Strahlenbe-






















Die Stammzelltherapie gilt als vielversprechender Ansatz, um die Funktion irreversi-
bel geschädigter Organe, wie des Herzens und des zentralen Nervensystems, wie-
derherzustellen. Die Pluripotenz von embryonalen Stammzellen erlauben ihnen, in 
vitro und in vivo zu jeder erwünschten Zellart differenziert zu werden. In der klini-
schen Anwendung birgt die Pluripotenz jedoch die Gefahr der Teratombildung durch 
eine Verunreinigung der angewandten Zellsuspensionen mit undifferenzierten pluri-
potenten Zellen. Solange eine hundertprozentige Reinheit solcher Zellsuspensionen 
nicht mit letzter Sicherheit gewährleistet werden kann, ist die in vivo-Früherkennung 
der Teratombildung unabdingbar. Somit befasste sich die vorliegende wissenschaftli-
che Arbeit mit der Etablierung des humanen Natrium-Jodid-Symporter-Gens (hNIS) 
als Reportergen für eine Positronenemissionstomographie (PET)-basierte, hochsen-
sitive Überwachung der Teratombildung im Mausmodell. 
Zu diesem Zweck wurden, nach Etablierung eines stabil hNIS-exprimierenden muri-
nen embryonalen Stammzellklons, Stammzellen in die Hinterläufe immundefizienter 
Mäuse injiziert, um die Teratombildung zu induzieren. Daraufhin wurden wöchentlich 
zwischen Tag 14 und Tag 42 124I-PET-Untersuchungen durchgeführt. Zu jedem Un-
tersuchungstag wurden 2 Teratome exzidiert, ihre Dimensionen gemessen und die 
Teratome histologisch untersucht. Eine Regressionskurve wurde zur Korrelation der 
124I-Aufnahme mit der Teratommasse errechnet. Die Spezifität der Jodaufnahme 
wurde durch eine in vivo-Blockade des hNIS mittels Perchlorat bestätigt. 
Somit zeigte sich, dass die transgene hNIS-Expression die Pluripotenz und das Diffe-
renzierungspotential der Zellen nicht beeinträchtigt. Die Jodaufnahme in die Terato-
me war hochspezifisch, da die in vivo-Blockade mit Perchlorat in den Teratomen zu 
einer ähnlich geringen Aufnahme führte, wie sie in nicht-transgenen Tumoren ge-
messen wurde. Die Regressionsanalyse zeigte eine positive Korrelation der Tumor-








Die vorliegende wissenschaftliche Arbeit ist die erste Studie, in der die Generierung 
und Selektion stabil hNIS-transfizierter und exprimierender muriner ESC gelang. Die 
Differenzierungsfähigkeit der Zellen blieb hierbei trotz der Expression des transgenen 
Reportergenproteins erhalten. Somit sind hNIS-exprimierende ESC für zahlreiche 
Anwendungen geeignet, sowohl in ihrer undifferenziert-pluripotenten Form, als auch 
in Form von aus ihnen differenzierten Zellen. Eine der größten Einschränkungen der 
Stammzellanwendung, die potentielle Teratomentstehung, kann mittels 124I-PET in 
vivo über einen Zeitraum von mindestens 42 Tagen mit hoher Sensitivität, Spezifität 
sowie auf quantitativer Ebene erfasst werden. Die zu erwartende, fehlende Immuno-
genität des hNIS im Menschen macht das hNIS-Gen zu einem vielversprechendem 
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